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(57) Abstract 

Polycationic nucleic 
bases and oligonucleotides 
containing same, particularly 
C2 substituted purines, 
characterised in that they have 
the structure (a), wherein 
X is OH or NH2 (guanine 
or diaminopurine series), 
Z is N or CH (purines or 
deazapurines), and Y is a 
molecular grouping having 

fm^^^^^^^ derivatives, berenil, Hoechst dye 33258. or a cationic polypeptide such as polylysine. polyarginine. 
polyomithine, or a polymer such as polyethylene or polypropylene imine. 

(57) Abrtge 

La nresente invention a pour obiet des bases nucleiques polycationiques et oligonucleotides les contenant, en particulier purines 
substitute?^ C cStedste en ce qu'elles presentent la structure (a) ou X - OH ou NH 2 (sines de la guanine ou de la dwnnKguue). 
o0 Z -In ou CH (OTrines ou deazapurines), ou Y est un groupement moleculaire ayant une affinite pour le petit sulon de I'ADN. par 
«emp"c ta derive T?a distamycinS ou de la netropsine. le berenil. le colorant Hoechst 33258. ou un polypeptide cauomque comme la 
ine h ^polyarginine. la polyomithine. ou encore un polymere comme le polyethylene ou le polypropylene .mine. 
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Bases nucteiques polycationiques et oligonucleotides les contenant 

La presente invention, realisee au Laboratoire de Chimie G<<neaque 
de l'Universiui Louis Pasteur associe au CNRS (Unite de Recherche Associee 
U.R.A. D1386 - FacuM de Pharmacie de Strasbourg), concerne des bases 
nucldiques poly-cationiques, les oligonucleotides les contenant, en particulier les 
purines substitudes en C2, leur precede de preparation et leur utilisation. 

La reconnaissance s61ective de sequences d'ADN bicatenaire par des 
prolines permet la transcription et la transmission de Information gen6tique dans 
tous les systemes vivants. A l'exception d'une proline d'initiation d6nomm6e 
TATA (Kim, J.L. ; Nikolov, D.B. ; Burley, S.K., Nature 1993. 365, 520-527). les 
prolines impliquees dans ces phenomenes reconnaissent une succession de bases 
nucl6iques. essentiellement en etablissant avec elles des liaisons hydrogene 
intermoldculaires dans le grand sillon de la double helice CHarrison, S.C., Nature, 

1991,555.715-719). 

Par interference specifique avec des processus depression ou de 
replication de genes cellulaires ou d'organismes pathogenes, la reconnaissance de 
sequences d'ADN par des molecules exogenes peut conduire a de nombreuses 
applications therapeutiques. Les biotechnologies pourraient egalement mettre a 
profit des molecules capables de "lire" une sequence, par exempledans le cadre de 
tests diagnostiques ou pour le sequencage de grands genomes, etc... Plus 
) particulierement, de telles molecules pourraient trouver leur utilisation en tant 
qu'outil de recherche en biologie moldculaire, notamment pour la recherche de la 
presence d'un gene sur le genome, la pratique de la genettque inverse, 1'etude du 
debut des sites de transcription, l'etude depression, en particulier de proteines sur 
ADN ou gene reporter, la mutagenese dirigee, les etudes sur les animaux 
5 transg6niques, ainsi qu'en mddecine bumaine et veterinaire, pour le diagnostic sur 
des ADN normaux ou pathologiques ou pour l'utilisation de l'ADN comme 
medicament pour la therapie genique. 

D'un point de vue topographique, la liaison d'une molecule a la 
double helice et la reconnaissance d'une succession de bases nucldiques peut se 
0 faire par formation de ponts hydrogene avec les sites restes vacants dans le petit 
ou le grand sillon. par intercalation entre les plateaux de paires de bases ou par 
ouverture locale de l'helice et liaisons de type Crick et Watson. 

Partant de travaux assez anciens sur l'intercalation de composes 
polycycliques plans pr6sentant une selective diffuse pour les paires de bases GC. 
35 d'importants efforts ont Hi portes depuis une quinzaine d'ann6es sur des 
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ovules se >ogean, dans k petit sUlon de la double hd.ice (revue. Zimmer C 
mo.ecu.cssc 6 „. . „„. „,„, |o 86 47 31-1 12). Ces composes on. une 
WShnen, U., Pro*, ftop*)* BloL 1986 ' 4A / 1 ' . x „„„ r lesouelles 
orifdrence marquee pour fc. regions riches eo pa.re S de bases AT pour .esquelles 

preterencc main r Klab issement de 

le petit siUon est pamcuberement dtroit, ce qui pc 
Lbreux cootacta de Van der Waals entre le substr* e, lea paro> S du Ulon. Ua 
lop dea piques .Ilea que la ndtropsine e, la distance, qui eUbbsaeM 
desponta bylogene avec lea a.omes 0 2 <T) e. N 3 (A). conduct mm i « 
^les de 106 i l0 8 M-l se.on la sequence AT paniculiere. se .ouven, parm, lea 
composes lea plus selecdfs. Des polypeptides pyrroUques. ,u. reco„na,sse„. 
J5 .6 partes de baaea AT contrives on, e,e syntberises par «a«on 
Youngquis., R.S. ; Dervan, P.B., J. Am. Oram. Soc 1987. 109. 7564-7566 . 
Griffi^. H. Dervan. PB., J- Am. Otem. Soc. .987. ,09. 6840-6842, 

Recemmem des derives hemisynthe.iques, oo aw noyaux 
pyrrol es on, « replaces par d'auues hd.erocyc.es comme Hmidaaole. on. pa. 

s'affranchir de la monotonie AT e. dintroduire .e motif OC dans la pale. e des 
s6quences-cib.es Clexitropsinea" . Kissinger, K. ; KrowicU, K. ^Dabrow.a^ C. 
Low „ j. W., BMW 1987, 26. 5590-5595 ; Mrkarch, M. ; Wade, ■ Wi . 
Dwye'r T. I ; Geierstanger, B.H. ; Wemmer, D.E, ; Dervan P.B., Proc. «*■ 
Z. Set. VS. ,992. 89. 7586-7590 ; Geiers.ange, B.H. ; Dwyer TX ; Ba*m, 
Y. ; Lown, J.W. ; Wemmer, D.E.. J. Am CAem Soc. .993, II, 4474-4482 
■■ m crogonouopens" He. GX ; Browne. K.A. ; Groppe, J.C. ; Blasko, A M ., 
H Y Bnrice. T.C. / Am Cam. So, .993, US. 706.-707, e. fences odea). 

Cependam, des 1976, A. Rich (Seeman, N.C. ; Rosenberg. J.M. ; 
Rich A Proc. ML Mad. Sci. USA 1976, 7J. 804-808) aval, dk que ,es quaue 
L ; nul iques „e pouvaien. due disunguees que dans ,e grand siUon oh e.Wa 
"Lent un faisceau de liaisons hydrogene differ*,, rune de. autre Par c„„« 
dans le peri. sillon, seu,e la guanine peu. donner une barson hydrogene. ,es uo, 
bases P r6sen.an. un si.e accept qui ne penne. par ,eur d.suncon pour 
une moldcule extern. ^ ^ ^ ^ ? ^ ^ & ^ „„ 

m0 de de reconnaissance de l'ADN (Mose, H.E. ' ^ ^«^' 
258, 645-650 ; U Doan.T. ; PerrouauH, L. ; Praseum. * • ' 
J • Thuong N.T. ; Lhomme. 1. ; Helene, C. /vW«c Acirfa Pea. 1987. 79 7749 
■£XZ >a struemm de <rip.e helice (Felsenfe.d, G. ; Davie, D, R* A, 
5 M Cfcem Soc. ,957. 79, 2023 ; An.0.,, S. : Bond, P.J. : Se.smg, E. Sm.m. 
P J C Laic Ac* P«. .976. 7. 2459-2470). Dans ce mode de reconna,ssance 
1! . oUde homopyrimidique de synm.se vien, se loger dans ,e grand 
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sillon dc la double helice d'ADN, ct reconnait respectivement Adenine ct la 
guanine d'une sequence bomopurique grace a la formation de triplets de bases 
isomorphes T AT et CH+GC. Diverses ameliorations recentes sur la nature de la 
base reconnaissant la guanine ont 6t6 decrites, a savotr : 
5 G GC (Beal, P.A. ; Dervan. P.B., Science 1991, 257, 1360-1363), 

isoCGC (Ono, A. ; T'so, P.O. ; Kan, L.S., / Am. Chent Soc. 1991, 
7/5,4032-4033), 

8-oxoadenine GC (Young, S.L. ; Krawczyk, S.H. ; Matteuci, M.D. ; 
Toole, Proc. Natl Acad. Sci. USA 1991, 88, 10023-10027 ; J.J. Jetter, M.C. ; 
10 Hobbs, F.W., Biochem. 1993, 32, 3249-3254), 

ou d'autres composes (Koh, J.S. ; Dervan, P.B., J. Am. Chem. Soc. 

1992,774,1470-1478). 

Ces triplets de bases permettent de s'affranchir des eontrainte.s de pH 
liees a la protonauon de la cytosine dans le triplet CH+ GC. Neanmoios, les triples 

15 helices ddcrites a ce jour ne permettent de reconnaltre que les purines, et le 
probieme reste quasiment entier quant au d6veloppement de motifs structuraux 
reconnaissant les pyrimidines (Griffin, L.C. ; Kiessling, L.L. ; Beal, P.A. ; 
Gillespie, P. ; Dervan. P.B., J. Am. Chem, Soc. 1992, 114, 7976-7982 ; Huang, 
C.Y. ; Miller, P.S., J. Am. Chem. Soc. 1993. 775, 10456-10457). En outre, ce 

20 mode de ciblage de s6quence requiert un" criangemeht cdnformadonriel prealable 
de la sequence-cible, l'ADN passant de la conformation naturelle B a une 
conformation A possddant un grand sillon plus profond. Ce processus est tres lent 
(Maher III, L.J.; Dervan, P.B. ; Wold, B.J., Biochem. 1990, 29, 8820-8826 ; 
Rougee, M. ; Faucon, B. ; Mergny, J.L. ; Barcelo, F. ; Giovannangeli. C. ; 

25 Garesuer, T. ; Helene, C, Biochem. 1992, 31, 9269-9278), et de ce fait 
Implication de cette technique dans un contexte biologique ou l'oligonucl6otide 
doit chercher sa cible dans des milliers de megabases d'ADN semble difficilement 

envisageable a l'avenir. 

U a 6galement 616 propose de synthduser des acides nucteiques 

30 pepddiques ou le squelette naturel ribose-phosphate est remplac€ par un 
polyamide non charge (Nielsen, P.E. ; Egholm. M. ; Berg, R.H. ; Buchardt. O., 
Science 1991, 254, 1497-1500). Ces composes forment dgalement des helices 
triples et sont capables, dans certaines conditions, de remplacer un des brins de 
l'ADN par hybridation avec le brin complementaire. Contrairement aux h61ices 

35 triples, ce dernier mode .de ciblage est bas6 sur les sites de liaisons hydrogene 
Crick et Watson et s'applique done a toutes les s€quences. Par contre. ce mode de 
ciblage est lent et necessite l'ouverture prealable du duplex-cible (Egholm, M. ; 
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Buehaidt, O. ; Christcnsen, L. ; Behrcns, C. ; I : rcicr f S.M. ; Driver, DA ; Berg, 
R.H. ; Kim, S.K. ; Norden, B. ; Nielsen, P.E., Nature 1993, 565, 566-568). 

On connalt tfgalement, des techniques plus anciennes de 
remplacement de brin, qui req'uifcrent aussi la d£naturation prgalable de 1'ADN. 
5 Ces techniques mettent en oeuvre, en dehors du traitement thennique par 
chauffage, la ddnaturation alcaline (Corey, D.R. ; Pei, D. ; Schultz, P.G., 7. Am. 
Chent Soc. 1989, 111 8523-8525) ou chaotrope (Chen, C.B. ; Gorin, M.B. ; 
Sigman, D.S., Proc. NatL Acad. Sci. USA 1993, 90, 4206-4210), ou encore la 
formation de brins triples k l'aide de la protdine RecA (Ferrin, L. ; Camerini-Otero, 

10 R. Science 1991, 254, 1494-1497) onU\i ddcrits. 

La prdsente invention propose une nouvelle approche de la 
reconnaissance d'une sequence cible d'ADN qui ne prdsente pas les inconv6nients 
meiuionnds ci-dessus. Cette invention rcpo.se sur la structure des complexes 
fonnds par les polyamines luidaires avec les acides nucldiques (Garcia, A ; Giege, 

15 R. ; Behr, J.P., Nucleic Acids Res.- 1-990, 75, -89-95 ; Schmid, N, ; Behr, J.P., 
Biochem 1991, 30, 4357-4361). Les polyamines naturelles comme la spermine et 
la spermidine se lient fortement & l'ADN (1()4 - 108 M-l selon le milieu, Braunlin, 
W.H. ; Stride, T.J. ; Record. M.T.Jr., Biopolymers 1982, 2/, 1301-1314). 11 a 6i6 
d6montr£ que la spermine se fixait au fond du petit sillon par formation de 

20 multiples liaisons hydrogfcne entre ses groupemenis ammonium NH2 + et les 
atomes 02 et N3 des pyrimidines et des purines. Ces liaisons iniermoteculaires 
pontent les deux brins de TADN, selon la representation schdmatique ci-apits, 
dans laquelle la vue est dans le plan des bases nucteiques pointant leurs atomes O2 
et N3 (-0-) en direction des groupements NH2+ (©) de la polyamine. 



25 
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Bucluudl, O. ; Chrislcnscn, L. ; Behrens. C. ; l : rcicr, S.M. ; Driver, D.A. ; Berg, 
R.H. ; Kim, S.K. ; Nordcn, B. ; Nielsen, P.E., Nature 1993, 365, 566-568). 

On connalt £galement, des techniques plus anciennes de 
remplacement de brin, qui requifcrent aussi la ddnaturation prdalable de TADN. 
5 Ces techniques mettent en oeuvre, en dehors du traitement thennique par 
chauffage, la d£naturation aJcaline (Corey, D.R. ; Pei, D. ; Schultz, P.G., J. Am 
Chent Soc. 1989, 777, 8523-8525) ou chaotiope (Chen, C.B. ; Corin, M.B. ; 
Sigman, D.S., Proc. Natl Acad. Sci USA 1993, 90, 4206-4210), ou encore la 
formation de brins triples & Taide de la protdine RecA (Ferrui, L. ; Camerini-Otero, 

10 R. Science 1991, 254, 1494-1497) ont 6i6 d£crits. 

La pr£sente invention propose une nouvelle approche de !a 
reconnaissance d'une sequence cible d'ADN qui ne pr^sente pas les inconvdnients 
ineutionn£s ci-dessus. Cette invention repose sur la structure des complexes 
formes par les polyajmines lindaires avec les acides nucldiques (Garcia, A ; Giege, 

15 R. ; Behr, J.P., Nucleic Acids Res. 1990, 75, 89-95 ; Schmid, N. ; Behr, J.P., 
Biochem. 1991, 30, 4357-4361). Les polyamines naturelles comme la spermine et 
la spermidine se lient fortement i l'ADN (10 4 - 108 M-l selon le milieu, Braunlin, 
W.H. ; Stride, T.J, ; Record, M.T.Jr., Biopolymevs 1982, 27, 1301-1314). II a 616 
d£montr£ que la spermine se fixait au fond du petit sillon par formation de 

20 multiples liaisons hydrogfcne entie ses groupements ammonium NH2 + et les 
atomes 02 et N3 des pyrimidines et des purines. Ces liaisons intermoldculaires 
pontent les deux brins de l'ADN, selon la representation sch^matique ci-aprfcs, 
dans laquelle la vue est dans le plan des bases nucteiques pointant leurs atomes O2 
et N3 (-0-) en direction des groupements NH2+ (©) de la polyaminc. 
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Par consequent, unc synthese- d'un oligonucleotide compiementaire 
d'une s^quence-cible, sur lequel sont greffds des polyamines en due place, c'est-a- 
dire permettant l'etablissement de ce faisceau de liaisons non covaJentes, entrame 
que 1'appariement de cette molecule devra etre bien plus fort que celui du duplex 
5 nature!. II s'ensuit, comme il rcssort de la representation schdmalique ci-apres, que 
la molecule de synthese -en noir- va done envahir la double heiice au niveau de sa 
cible et former une hernie i cet endroit : 



10 



15 




La liaison covalente de la polyamine a la base nucieique.de 
l'oligonucieotide doit conduire a son placement dans le petit sillon du duplex. 
20 L'examen precis de telles structures montre, par exemple, que la position du 
carbone C2 des purines est ideal pour greffer la polyamine. 

La presente invention a pour objet des bases nucieiques 
polycationiques et les oligonucleotides les contenant, en particulier les purines 
substituees en C2, caracterisees en ce qu'elles presenient la structure suivante : 

25 

X 



30 




35 



ou X = OH ou NH2 (series de la guanine ou de la diaminopurine) 
ou Z = N ou CH (purines ou deazapurines) 
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ou Y est un groupemcnt moldculaire ayant une affinite - pour le petit 

sillon de l'ADN, par exemple les denve* de la distamycine ou de la netfopsine, le 

Mitnil, le colorant Hoechst 33258, ou un polypeptide cationique comme la 

polylysine, la polyarginine, la polyoraithine, ou encore un polymere comme le 

5 polyethylene ou le polypropylene imine. 

Avanugeusement, Y peut etre une polyamine de formule g^ndrale 

' -NH-((CH2)n-NH)Qi-H oil n est compris entre 2 et 6 inclusivement, m est compris 
entre 1 et 10 inclusivement et n peut varier entre les different* groupes compris 
entre deux atomes d'azote. La polyamine est, de preference, la spermine ou la 

10 spermidine ou leurs denves capables de se lier a l'ADN. 

R est un nfsidu bifoncUonnel sur la base duquel peuvent etre 
construits des oligomer* capables de se lier a l'ADN ou a l'ARN. Ce rfcidu 
bifoncUonnel peut avantageusement etre le ribose, le 2'-d6soxyribose et leurs 
denves, par exemple carbocycliques, halogdnds, amin6s ou azidds, 

15 l'oligomerisation etant obtenue par Vintermediaire d'un groupement acide 
phosphorique naturel ou a l'aide de groupements favorisant la pendtrauon 
intracellulaire ou protegeant la molecule contre les nucleases, tels que les 
alkylphosphates, les phosphonates, les phosphorothioates, les methyl- 
phosphonates, les carbonates et les carbamates, 

20 R peut egalement Etre un aminoacide tel que ceux d6crits par Nielsen 

et al. (Nielsen, P.E. ; Egholm, M. ; Berg, R.H. ; Buchardt, O., Science 1991, 254, 
1497-1500). 

L'invention a Egalement pour objet un P roc6d6 de preparation des 
bases telles que definies par la formule generale ci-dessus. caracterise en ce que, 
25 pour la synthese du precurseur de la C 2 -spermine-guanosine, il P r6sente la 
succession des 6tapes suivantes : 



30 



35 
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EXEMPLE 1 

S ynthase du prdcurseur de la Co-spemiine-guanosinc 

O o 



y>] N " Ml CH 3 coa \^Oy N N NHAc 

AcO i$ 



HO pyridine , ^T^ 



87% 



p-niiroph<nyl- <' N ~| N <' N "J N 

Ac0 ~VQy N N '" i " NH Ac N „,o„ OH -voy 

dioxanne aw^" mdihanol J 

15 AcO 16 HO 17 

73% 71% 



20 



25 



H °\oN N'^F MMTO^ N^ N '^F 

nitrite de t-bu(yle Yjf MMT-CI V V 

HF.pyridine HO lt pyridine HO 19 

• 30 ° C RR<? 

88% 46% - 

Elapc 15, obtention dc : (2-N,3 , -0,5 , -0-triac6iyl)-2'-d6soxyguanosinc 



NH 

30 AcO^S' N-^n^NHAc 



•< N tV 




1 g dc monohydratc dc desoxyguanosine (3,5 mmol) est mis en 
35 suspension dans 100 ml de pyridine anhydre. Le chlorxire d'ac6tyle (1,5 ml, 
21 mmol) est rajoute* goutte a goutte a une temperature dc 0°C. La solution 
devenue limpide au bout d'unc heure est laissee a temperature ambiante pendant 3 
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heurcs Ensulie. de l'eau (0,5 ml) est rajoutec afin dc stopper la faction et la 
solution est mise a evaporer. Le d«riv6 triacetyl* est alors purifie par 
chromatographie sur colonne de silice (eluant : CH 2 C1 2 . MeOH 5 % a 10 %), 

(Ulg,R = 87%) 

5 CCM (CH2CI2, MeOH 5.%) Rf = 0,23 

La structure du produit obtenu est confirmee par le spectre de resonance 
magndtique nucldaire RMNlH (CD3OD) et les d6placements chimiques 8(ppm) 
s'etablissent a : 2,04 (s, 3H, O-Ac) ; 2,11 (s, 3H, O-Ac) ; 2,23 (s. 3H, N-Ac) ; 
2 53-2,67 (m, 1H, H 2 0 ; 2.92-3,03 (m, 1H. H 2 ") ; 4,25-4,38 (m. 3H. H 4 ' et H 5 0 ; 

10 5,39-5,48 (m, 1H, H3O • 6,33 (t, J = 6,5 Hz. 1H, Hr) ; 8,09 (s, 1H. Hg). 

Etape 16, obtention de : ^N^'-CS'-O-triacdtyl-e-O-p-nitrophdnyldthyl-r- 
desoxyguanosine • 



a 

O 




AcO^' N^N^"NHAc 




20 

AcO 

La ddsoxyguanosine triacdtylee (0.7 g. 1.78 mmol) est mise en 
solution dans 40 ml de dioxanne anhydrc. Ensuite sont rajoutds sucoessivemcnt : 
07 g de triphenylphosphine (2,67 mmol), 0.41 ml de didUiylazodiearboxylate 

25 (2 67 mmol) et 0,44 mg de p-nitrophenylethanol (2.67 mmol). Le melange est 
laisse a temperature ambiante sous agitation pendant 24 h. puis le solvant est 
6vapore. Le rfcidu est repris dans 50 ml de CH 2 C1 2 et la phase organique est lavee 
a l'eau (2 x 30 ml) puis sechee sur du sulfate de magnesium. Le compose selon 
Tetape 16 est purifid par chromatographie sur plaque de silice 4 mm au 

30 chromatotron (tluant CH 2 C1 2 . MeOH 0 a 2 %) (0.71 g. R = 73 %). 
CCM (CH 2 C1 2 , MeOH 5 %) Rf = 0.44 

La structure du produit obtenu est confirmee par le spectre de 
rdsonance magnetique nucleaire RMNlH (CDCI3) et les depigments chimiques 
5(ppm) s'6tablissent a : 2,09 (s. 3H. O-Ac) ; 2.15 (s. 3H, O-Ac) ; 2,5 (s, 3H. N- 

35 Ac) ; 2,53-2,66 (m. 1H, Hr) I 2,93-3.05 (m. 1H, H 2 ") ; 3,32 (t. J = 6,6 Hz, 2H, 
H b ) • 4.33-4,52 (m. 3H, H 4 ' et Hy) ; 4.79 (t, J = 6,6 Hz. 2H. H a ) ; 5.41-5.46 (m. 
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1H. Hy) ; 6,35 (I, J = 6,3 Hz. 1H, H\>) ; 7.51 (d, J = 8.7 Hz. 2H. H c ) ; 7.97 (s. 1H. 
H8) ; 7,99 (s. 1H. HNH) ; 8,18 (d, J = 8,7 Hz. 2H. Hj). 

Etape 17. obtenuoo de : e-O-p-nitrophe^ytethyl-T-diisoxyguanosine 



5 



10 




Le compost obtenu suivant l'Etape 16 (1.2 g, 2,21 mmol) est mis en 
15 solution dans un mdlange de 25 ml de methanol et de 20 ml d'ammoniaque en 

solution a 32 %. La deprotection est suivie par CCM. La deprotection des 

groupements O-acetyl est tres.rapide, a savoir infeneure a 2 heures, tandis que 

celle du N-ac6tyl s'effectue en plusieurs jours. La solution est ensuitc soumise ; 

Evaporation sous pression rdduite. Le residu obtenu est repris dans 100 ml 
20 d'ac&ate d'e" thyle et la phase organique est lavee avec 1 50 ml d'eau puis sdchee sur 

du sulfate de magnesium. 

Le compose" obtenu suivant I'&ape 17 est purifte par chromatogra- 

phie sur plaque de silice 4 mm au chromatotron (dluant CH2CI2. McOH I a 5 %). 

le brut de la reaction 6tant deposd sur la plaque dans le methanol pur (0,65 g, 

25 R = 71%). 

CCM (CH2CI2. MeOH 10 %) Rf = 0.43 

La structure du produit obtenu est confirmee par le spectre de resonance 
magn^tique nucldaire RMNlH (CD3OD) et les defacements chimiques 8(ppm) 
s'6tablissent a : 2,52-2.42 (m. 1H. H 2 0 ; 2,67-2.83 (m. 1H, H 2 ») ; 3,26 (t, J = 
30 6,6 Hz, 2H. H b ) ; 3,66-3.88 (m. 2H. H 5 0 ; 4-4.06 (m. 1H. H4O : 4,51-4.56 (m, 1H. 
H 3 0 ; 4,74 (t. J = 6.6 Hz. 2H. Ha) ; 6,32 (t, J = 6.5 Hz. 1H. Hy) ; 7.57 (d. J = 
8.7 Hz. 2H, H c ) ; 8,03(s, 1H, H 8 ) ; 8.14 (d. J = 8.7 Hz. 2H. H d ). 



35 
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Elapc 18, obtentioo de : 6-0-p-nitrophenyiethyl-2-lluoro-2'-desoxyinosine 

O' 




HO 




10 

Tous les r^acufs sont portes a -78°C avant d'effectuer leur melange a 
cette meme temperature. 240 mg de compost obtenu suivant l'dtapc 17 (0,57 
mmol) sont dissous, dans un tube en teflon, dans 2,5 ml d'une solution a 65 % 
d'acide fluorhydrique dans la pyridine, 97 ml (0.8 mmol) de nitrite de t-butyle 
15 ftant alors rajoutes sous agitation. La temperature de la solution est ensuite 
augmented a -30°C pendant 10 minutes, pour etre ramen^e a -78°C. La solution 
obtenue est alors neutralist avec de l'anunoniaque. La temperature de cette 
solution ne doit pas depasser -15°C tant que tout "Tackle fluorhydrique na pus 6t6 
neutralise. Le compose fluore est isold par precipitation dans l'eau (15 ml) avec un 
20 rendement de 88 % (2 14 mg). 

CCM (CH2CI2, MeOH 5 %) Rf = 0,3 

La structure du produit obtenu est confirmee par le spectre de 
resonance magnetique nucieaire RMN^H (CD3OD) et les deplacements 
chimiques 5(ppm) s'etablissent a : 2,4-2.51 (m. 1H, H 2 0 l 2,67-2,84 (m. 1H, Hr); 
25 3 29 (t, J = 6,6 Hz, 2H. H b ) ; 3.62-3,88 (m, 2H. H 5 0 ; 3.97-4,03 (m. 1H, H 4 0 : 
4,5-4,57 Cm. 1H. H 3 0 ; 4,83 (t, J = 6,6 Hz. 2H. H*) : 6.38 (t. J - 6,5 Hz. Ill, Hr); 
7.57 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H c ) ; 8.14 (d. J = 8.7 Hz. 2H. H d ) : 8.47 (s, 1H, Hg). 

Etape 19, obtention de : e-O-p-nitrophenyiethyl-^fluoro-S'-monomethoxytrityl^'- 
30 desoxyinosine 

cJyNOa 




o 3 1 



35 



\ 1 8 (f I 
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214 mg (0,51 mmol) de composd suivant l'6tape 18 sont mis en 
solution dans 5 ml de pyridine anhydre. Apres 1'addition de 314 mg de chlorure de 
monomdthoxytrityle (MMT-C1) (lmmol), la solution est laissde a temperature 
ambiante, sous agitation, pendant 16 heures. La pyridine est evaporee et le r&idu 
5 sec est repris dans 20 ml de chlorure de methylene. La phase organique est alors 
lavee avec 20 ml d'une solution de bicarbonate de sodium a 1 %. Ensuite, le 
compose" obtenu dans cette 6tape 19 est purifie" par chromatographie sur plaque de 
silice 2 mm au chromatotron (eluant CH2CI2, MeOH 2 %) (171 mg, R = 46 %) 
CCM (CH2CI2, MeOH 10 %) Rf = 0,66 

10 La structure du produit obtenu est confirmee par le spectre de 

resonance magndtique nucleaire RMNlH (CDCI3) et les deplacements chimiques 
5(ppm) s'etablissent a : 2,5-2,59 (m, 1H, H2O ; 2,75-2,86 (m, 1H, H2"); 3,32 (t, J = 
6.7 Hz, 2H, Hb) ; 3,36-3,5 (m, 2H, H5O ; 3,79 (s. 3H, O-Me) ; 4,08-4,15 (m, 1H, 
H4O ; 4,62-4,72 (m, 1H, H3O ; 4,83 (t, J = 6,7 Hz, 2H, Ha) ; 6,37 (t, J = 6,5 Hz, 

15 1H, Hr); 6,81 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Htrityl en a OMe) ; 7,21-7,42 (m, 12H, Htrityl) ; 
7,49 (d, J = 8,7 Hz, 2H, He) ; 8,03 (s, 1H, Hg) ; 8,17 (d. J = 8,7 Hz, 2H, Hd). 

Spectre de masse (FAB) : 692 (M+H+) (pic majoritaire a 273 de 

Pour la synthese d'un oligonucleotide contenant deux C2-spermine- 
20 guanosines le proce*d£ prdsente la succession des Stapes suivantes : 



25 



30 



35 
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Etape 20, phosphorylation du nucleoside : 

Le nucleoside (61 mg, 85 nmol) est d'abord lyophilise" dans du 

benzene pour eiiminer toute trace d'eau, puis repris, sous argon, dans 4 ml de 

chlorure de methylene anhydre. Ensuite deux Equivalents de phosphorodiamidite 
5 (53 mg) et 0,6 equivalent de tdtrazole (135 yl d'une solution commcrciale a 0,4 M) 

sont rajoutEs. La solution est laissee sous argon pendant 12 heures, le compose" 

ainsi obtenu etant purifie par chromatographic sur plaque de silice 2 mm au 

chromatotron (eiuant : CH2CI2). (34 mg, R = 43 %). 

CCM (CH2CI2, MeOH 5 %) Rf = 0,77 
10 La structure du produit obtenu est confirmee par le spectre de 

resonance magneuque nucteaire RMN 31p (CD3CN). pic caracteristique a 

149 ppm du phosphoramidite. 

Etape 21, synthese de l'oligonucieotide ATTG * AATG *TTT : 
15 La synthese de l'oligonucieotide, contenant deux C2-spermine 

guanosines, a €te faite sur un synthetiseur automatique Biosearch 8600. Le 
programme de couplage standard pour une synthese de lu mol a ete utilise (avec 
un exces de 20 equivalents du phosphoroamidite de la base modified). Seul le 
sous-programme pour la_deprotection du groupement trityl a 6i€ modifie : le temps 
20 de reaction a 6\6 augment de 8 a 20 s et un cycle I Yupplementaire a lii rajoute. Le 
dernier groupement trityl a 616 conserve pour faciliter la purification de 
l'oligonucieotide par HPLC sur une colonne de silice CI 8 inverse. 

Etape 22, incorporation de la spermine, deprotection et purification de 

25 l'oligonucieotide : 

La resine (15 mg) contenant l'oligonucieotide est mise dans 300 p 1 
d'une solution de spermine (1 M) dans le methanol pendant 3 jours a 55°C. 
L'oligonucieotide est ensuite purifie par HPLC sur une colonne Millipore Nova 
Pak avec un gradient croissant en acetonitrile (de 5 % a 40 % en 40 minutes) dans 

30 du tampon acetate de triethylammonium 100 mM pH 6,5. Le temps de retention 
est de 27 minutes. Ensuite, pour deproteger le groupement p nitrophenyiethyl, 
l'oligonucieotide purifie est mis dans 500 u 1 de DBU 0,5 M dans la pyridine 
pendant 24 heures a 55°C. Une extraction chloroforme/eau permet de recuperer 
l'oligonucieotide dans la phase aqueuse qui est evapoiee puis reprise dans l'acide 

35 acetique a 80 % pour deproteger le groupement 5'-trityl. ^oligonucleotide modifie 
complement deprotege est de nouveau purifie par HPLC (meme colonne et 
gradient que precedemment, temps de retention de 13 minutes). 
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La structure de 1'oUgonucieotide est confirmee par la spectroscopic 
de masse en electro spray n^gatif qui donne une masse de 3727 ± 3. 

Par mesure des temperatures de fusion des duplex, il a t\i viriM que 
l'oligonucleotide contenant deux spermines forme un duplex plus stable avec sa 

5 sequence compldmentaire que ne le fait l'oligonucleotide naturel. Les mesures ont 
Hi faites dans un tampon MES 10 mM a diffdrentes concentrations salines, 
comme il ressort du tableau 1 ci-dessous. Les ecarts de stability sont plus 
importants a faible concentration saline et se nSduisent au fur et a mesure que Ton 
augmente la concentration en sel. Dans des conditions de force ionique 

10 correspondant a un milieu physiologique, la difference entre les temperatures de 
fusion est encore de 15°C en faveur du duplex modify. Une variation du pH de 6 
a 7 n'a entraine" aucune difference. Par un rajout de la spermine exogene (cf. 
tableau 2 ci-dessous), le duplex non modifie est stabilise progressivement, mais il 
reste nettement moins stable que le duplex modify possedajit deux spermines 

15 bees de maniere covalente. De plus, pour l'obtention d'un effet de stabilisation, il 
est necessaire de rajouter plus de deux equivalents de spermine. Comme prevu, 
pour le duplex avec l'oligonucleotide modifie aucune stabilisation n'est observee 
en rajoutant de la spermine. 

20 Tableau 1 : Temperature de fusion (en °C) des duplex (2u M) dans un tampon 
MES 10 mM, pH6 



NaCl 


20mM 


50mM 


lOOmM 


150mM 


duplex normal 
ATTGAATGTTT 
TAACTTACAAA 


17,5 


243 


29,5 


32,4 


duplex avec 
1 oligonucleotide modifie 
ATTG * AATG *TTT 
TAAC TTACAAA 


41,7 


45 


47 


47,2 



25 Tableau 2 : Temperatures de fusion (en °C) des duplex (2 u M) dans un tampon 
MES 10 mM, pH6,8 
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Spermine 


4 uM 
(2eq) 


20 mM 
(10 eq) 


0,2 mM 
(100 eq) 


ImM 
(500 eq) 


dunlex normal 
ATTGAATGTTT 
TAACTTACAAA 


32,5 


33 


35,2 


36,6 


duplex avec oligo- 
nucleotide modifie 
ATTG*AATG*TTT 
TAAC TTACAAA 


47,3 


47,2 


47,4 


47,5 



Des experiences d'eiectrophorese sur gels d'acrylamide 20 % ont 
permis de montrer que si I'oligonucleotide modifie est rajoutd dans une solution 
5 contenant le duplex normal, on forme le duplex avec I'oligonucleotide modifie, ce 
demier deplacant le brin d6ja apparie pour former un duplex plus stable. En effet, 
le duplex naturel, le duplex modifie et les oligonucleotides simple brin originels 
presentent des distances de migration caracteristiques : duplex normal (51 mm), 
duplex modifie (45 mm), oligonucleotide non modifie (62 mm), oligonucleotide 
10 modifie (37 mm). Ces experiences ont 6t6 realises dans un tampon MES 10 mM, 
pH6, NaCl 150 mM. spermine 1 mM, avec une concentration en duplex et en 
oligonucleotide de 2 u M. Les melanges ont 616 fails a 0°C ou a temperature 
ambiante et le resultat a 6l6 identique. Le remplacement du brin deja apparie est 
tres rapide, le temps de rtaliser le melange et de le deposer sur le gel etant 
15 suffisant L'eiectrophorese est realisee a 4°C sous une tension de 80V pendant 12 
heures pour l'obtention d'un gel de 15 cm de long et de 0.1 cm d'epaisseur. 

Selon une caracteristique de l'invenuon, les nouvelles bases 
nucieiques sont utilisees pour la reconnaissance dune sequence-cible d'ADN par 
synthese d'un oligomere de sequence compiementaire a celle de l'un des deux 
20 brins de la sequence concemee. A cet effet. l'oligomere comportera, en un ou 
plusieurs endroits de sa sequence, une base modify conformement a Invention. 
Grace a la presence de ces groupements presentant une forte affinite pour le petit 
sillon de l'ADN, l'oligomere va instantanement s'associer a l'ADN, de maniere peu 
ou non selective de sequence, et voyager le long de l'acide nucieique. Ce processus 
25 favorise la recherche de la cible et pent etre avantageusement compare aux 
techniques decrites dans l'art anterieur. Par consequent, l'associauon est rapide et 
ne necessite pas la denaturation prealable du duplex cibie. En outre, cette 
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technique est g6n£rale, car elle permet la reconnaissance des quatre bases 
nucldiques au sens de Crick et Watson. Enfin, l'art anteneur revele que les 
polyamines favorisent grandement la penetration de polynucleotides dans les 
cellules (Behr, J.P. ; Demeneux, B. ; Loeffler, J.P. ; Perez-Mutul, J., Proc. Natl. 

5 Acad. Sci. VSA 1989, 86, 6982-6986 ; FR-A-2 645 866 ; FR-A-2 646 161 et EP- 
A-0 394 1 1 1, demande de brevet francais n° 94 00159). 

Selon une autre caractenstique de l'invention, les nouvelles bases 
nucldiques sont utilises pour la reconnaissance de sequence par formation 
d'helices triples selon la technique dite "antigene" (N.T. Thuong et C. Helene, 

10 Angew. Chem. Int. Ed. 1993, 32, 666-690). A l'aide des oligomeres conformes a 
l'invention, la presence notamment d'un groupement polycationique peut stabiliser 
fortement la liaison de ces molecules a 1'ADN dans le grand sillon sous forme A 
(Garcia, A; Giege, R. ; Behr, J.P., Nucleic Acids Res. 1990, 18, 89-95 ; Schmid, 
N. ; Behr, J.P., Biochem. 1991,50,4357-4361). 

15 Conformement a une autre caractenstique de l'invention, les 

nouvelles bases nucteiques peuvent egalement etre utilises pour la 
reconnaissance de sequences d'ARN messager par la "technique dite "aritisens". 
Cette technique est ddcrite par C. Helene et J.J. Toulm^, dans Biochint Biophys. 
Acta 1990, 1049, 99-125. 

20 Bien entendu, la presente invention ne se limite nulleraent aux 

indications et aux applications decrites. D'autres indications et applications sont 
possibles, ainsi que des modifications aux indications et aux applications decrites, 
sans sortir pour autant du domaine de protection de l'invention. 
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REVENDIC ATIONS 



1. Bases nucieiques polycationiqucs ct oligonucleotides les 
contenant, en particulier purines substitutes en C2. caraci£ris6es en ce qu'elles 
prdsentent la structure suivante : 




10 

od X = OH ou NH2 (series de la guanine ou de la di.aminopurine) 
oil Z = N ou CH (purines ou ddazapurines) 

oil Y est un groupement moieculaire ayant une affinity pour le petit 
15 sillon de l'ADN, par exemple les derives de la distamycine ou de la n6tropsine, le 
b6i6nil le colorant Hoechst 33258, ou un polypeptide cationique comme la 
polylysine, la polyarginine, la polyornilhine, du encore un polymfcre comme le 
polyethylene ou le polypropylene imine. 

2. Bases, suivant la revendication 1, caracttris6es en ce que Y est 
20 avantageusement une polyamine de formule generate -NH-((CH2)irNH)m-H oh n 

est compris entre 2 et 6 inclusivement, m est compris entre 1 ct 10 inclusivement 
et n peut varier entre les differents groupes compris entre deux atomes d'azote, 

3. Bases, suivant la revendication 2, caractdris6es en ce que la 
polyamine est, de preference, la spermine ou la spermidine ou leurs derives 

25 capables de se lier & l'ADN. 

4. Bases, suivant la revendication 1, caract£ris6es en ce que R est un 
r6sidu bifonctionnel sur la base duquel peuvent etre construits des oligomfcres 
capables de se lier & I'ADN ou & TARN. 

5. Bases, suivant la revendication 4, caract£ris£es en ce que le r€sidu 
30 bifonctionnel est avantageusement le ribose, le 2'-d6soxyribose et leurs derives, 

par exemple carbocycliques, halog^nds, amines ou azides, l'oligom6risalion etant 
obtenue par l'intermediaire d'un groupement acide phosphorique naturel ou & Taide 
de groupements favorisant la penetration intracellulaire ou proltfgcant la molecule 



WO 95/29184 



PCT/FR9S/00542 



- 18- 

conirc les nucleases, tels que les alkylphosphates, les phosphunates. les 
phosphorothioatcs, les m6thylphosphonaies, les carbonates et les carbamates. 

6. Bases, suivant la revendication 1, caractirisees en ce que R est un 

aminoacide. 

5 7. Procdde* de preparation de bases suivant la revendication 1, 

caractensd en ce que, pour la synthese du precurseur de la C2-spermine- 
guanosine, il prdsente la succession des Stapes suivantes : 

O O 

H0 ~\ O N-^n'^NHj AcO-. n-^n'^nhac 

10 CHjCoa V°y 

, , J pyridine . J 

HO V3 ^ n AcO JS 

87% 



15 



20 



35 



p-nitropMnyl- < /N I ^ <' N 1 ^ 

*ihanol AcO-. N"^n' A NHAc OH-. 0 N N ^2 

PPhj, DEAD V°V NH « 0H Y V 



w . w 

r mdthanol ' 



dioxannc AcQ ^ u /. rn^lhan0, HO 17 

73% 71% 

.N0 2 x^ N '°* 



25 HO "Vo N n'^f MMTO~-. q n-^n'^f 

nilritc dc t-butyte XJ MMT-O V J 



HF.pyridine HO is Py fidinc HO 19 

-30°C 

88% 46% 

30 8. Proc£de\ suivant la revendication 7, caract6ris6 en ce que pour 

l'obtention de : (2-N,3 , -0,5 , -0-triac6tyl)-2'-ddsoxyguanosine 

O 



S^NH 
AcO^ q N -^ N ^NHAc 

AcO 
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1 g de monohydrate dc desoxyguanosine (3,5 mmol) est mis en suspension dans 
100 ml de pyridine anhydre, du chlorurc d'acetyle (1.5 ml, 21 mmol) est rajoute 
goutte a goutte a une temperature de 0°C, la solution devenue limpide au bout 
d'une heure est laissee a temperature ambiante pendant 3 heures, ensuite, de l'eau 
5 (0,5 ml) est rajoutee aim de stopper la reaction et la solution est mise a dvaporer, 
le derive unac€tyI6 est alors purifie par chromatographic sur colonne de silice 
(eiuant : CH2CI2, MeOH 5 % a 10 %), (1,21 g, R = 87 %) 
CCM (CH2CI2, MeOH 5 %) Rf = 0.23. 

la structure du produit obtenu etant confirmee par le spectre de resonance 
10 magnetique nucieaire RMNlH (CD3OD) et les deplacements chimiques 5(ppm) 

s'etablissant a : 2.04 (s. 3H. O-Ac) ; 2.11 (s. 3H, O-Ac) ; 2.23 (s. 3H, N-Ac) ; 

2.53-2,67 (m, 1H. Hr) ; 2.92-3,03 (m, 1H. H2") : 4.25-4.38 (m. 3H. H 4 ' et H5O : 

5.39-5.48 (m, 1H. H3O ; 6,33 (t. J = 6.5 Hz. 111. Hr) : 8.09 (s. IN. H«). 

9. Procede, suivant l'une quelconque des revendications 7 et 8, 
15 caracterise en ce que pour l'obtention de : 2-N,3'-0,5'-0-triacetyl-6-0-p- 

nitrophenyiethyl-2'-desoxyguanosine 

d 



20 



c 



AcO^* Q N^N^NHAc 

4 \ Y 1 




.NO; 

II 



It** 

AcO 

25 la desoxyguanosine triacdtyiee (0.7 g, 1 ,78 mmol) est mise en solution dans 40 ml 
de dioxanne anhydre, puis sont rajoutes successivement : 0,7 g de 
triphenylphosphine (2,67 mmol), 0,41 ml de diethylazodicarboxylate (2,67 mmol) 
et 0,44 mg de p-nitrophenyiethanol (2,67 mmol), ensuite le melange est h\ss€ a 
temperature ambiante sous agitation pendant 24 heures, puis le solvant est 

30 evapore, le rtsidu est alors repris dans 50 ml de CH2CI2 et la phase organique est 
lavee a l'eau (2 x 30 ml) puis sechee sur du sulfate de magnesium, le compose 
obtenu etant purifte par chromatographic sur plaque de silice 4 mm au 
chromatotron (fluant CH2CI2, MeOH 0 a 2 %) (0,71 g. R = 73 %). 
CCM (CH2CI2. MeOH 5 %) Rf = 0,44, 

35 la structure du produit obtenu etant confirmee par le spectre de resonance 
magnetique nucieaire RMNlH (CDCI3) et les defacements chimiques 5(ppm) 
s'etablissant a : 2.09 (s, 3H, O-Ac) ; 2,15 (s. 3H, O-Ac) ; 2,5 (s, 3H, N-Ac) ; 2,53- 
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2,66 (m, 1H, H 2 0 ; 2,93-3.05 (m, 1H. H 2 «) : 3.32 (t. J = 6.6 Hz. 2H. H b ) ; 4,33- 
4,52 (m, 3H, H4' et H5O ; 4.79 (t, J = 6.6 Hz, 2H. Ha) ; 5,41-5,46 (m, 1H, H3O ; 
6,35 (t. J = 6,3 Hz. 1H. Hp) ; 7,51 (d. J = 8.7 Hz. 2H. H c ) ; 7.97 (s. 1H, H 8 ) ; 7.99 
(s, 1H, HNH) ; 8,18 (d, J = 8.7 Hz, 2H. H<j). 

10. Proc6d£, suivant Tunc quclconque des rcvendications 7 et 9, 
caractense en ce que pour l'obtention de : 6-0-p-nitrophenyl£thyl-2'- 
desoxyguanosine 



. X 11 



10 <j> b 

8 




NO- 



HO -5 N-^ N ^ NH : 
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le compos6 2-N,3 , -0.5 , -0-triac6lyl-6-p-p-niu-oph6nyl6lhyl-2 , -d6soxyguanosine 
(1,2 g, 2,21 mmol) est mis en-solution dans un melange de 25 ml de methanol l et 
de 20 ml d'ammoniaque en solution a 32 %. cette deprotection 6tant suivie par 

20 CCM et la deprotection des groupements O-acejyl 6tant tres rapide," a savoir 
infeneure a 2 heures, tandis que celle du N-acdtyl s'effectue en plusieurs jours, la 
solution est ensuite soumise a evaporation sous pression r6duite et le rdsidu obtenu 
est repris dans 100 ml d'acetate dethyle et la phase organique est lav6e avec 
150 ml d'eau puis seehee sur du sulfate de magnesium, le composd ainsi obtenu 

25 est purifte par chromatographic sur plaque de silice 4 mm au chromatotron (eluant 
CH2CI2, MeOH 1 a 5 %), le brut de la reaction (Slant deposd sur la plaque dans le 
methanol pur (0.65 g, R = 71 %), 
CGM (CH2CI2. MeOH 10 %) Rf = 0,43. 

la structure du produit obtenu 6tant confirmde par le spectre de resonance 
30 magDetique nucldaire RMNlH (CD3OD) et les deplacements chimiques 6(ppm) 
s'e-tablissant a : 2.52-2.42 (m, 1H, H 2 0 ; 2.67-2,83 (m. 1H. H 2 ») ; 3.26 (t, J = 

6.6 Hz, 2H, H b ) ; 3.66-3,88 (m, 2H. H 5 0 ; 4-4.06 (ra. 1H. H 4 ') ; 4,51-4,56 (m, 1H. 
H 3 0 ; 4,74 (t. J = 6.6 Hz, 2H, Ha) ; 6,32 (t, J = 6,5 Hz, 1H. Hi') ; 7.57 (d, J = 

8.7 Hz, 2H, H c ) ; 8.03(s. 1H. Hg) ; 8.14 (d. J = 8.7 Hz, 2H. Hj). 

35 11. Proc6de\ suivant l'une quelconque des revendications 7 et 10, 

caractetise en ce que pour l'obtention de : 6-0-p-nitroph6nylethyl-2-fluoro-2'- 
desoxyinosine 
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10 tous les r6actifs sont port6s a -78°C avant d'effectuer lcur melange a cette meme 
temperature, 240 mg <lc compose 6-0-p-niiroph6nyieUiy]-2'-d6soxyguaiH)j;inc 
(0,57 mmol) sont dissous, dans un tube en teflon, dans 2,5 ml d'une solution a 
65 % d'acide fluorhydrique dans la pyridine, 97 ml (0,8 mmol) de nitrite de 
t-butyle 6tant alors rajoutes sous agitation, la temperature de la solution est ensuitc 

15 augmentee a -30°C pendant 10 minutes, pour etre ramende a -78°C, la solution 
obtenue est alors neutralised avec de 1'ammoniaque, la temperature de cette 
solution ne depassant pas -15°C tant que tout l'acide fluorhydrique n'a pas t\t 
neutralist, le compose fluore est isoie par precipitation dans l'eau (15 ml) avec un 
rendement de 88 % (214 mg), 

20 CCM(CH2Cl2.MeOH5%)Rf = 03, 

la structure du produit obtenu etant confirmee par le spectre de resonance 
magnetique nucieaire RMNlH (CD3OD) et les deplacements chimiques 5(ppm) 
s'etablissant a : 2,4-2.51 (m, 1H, H2O ; 2.67-2,84 (in, 1H, H2"): 3.29 (t, J = 6,6 Hz. 
2H, Hb) ; 3,62-3,88 (m. 2H. H 5 ') ; 3,97-4,03 (m, 1H. H4O I 4,5-4,57 (m, 1H, H3O ; 

25 4,83 (t, J = 6,6 Hz, 2H, Ha) ; 6,38 (t, J = 6,5 Hz, 1H, Hr); 7,57 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 
H c ) ; 8,14 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hd) ; 8,47 (s, 1H, Hg). 

12. Procede, suivant l'une quelconque des revendtcations 7 et 11, 
caracterise eo ce que pour 1'obtention de : 6-0-p-nitrophenyiethyl-2-fluoro-5'- 
monomethoxytrityl-2'-desoxyinosine 
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214 mg (0,51 mmol) de compose* 6-0-p-nitrophenyl6thyI-2-fluoro-2'- 
ddsoxyinosine sont mis en solution dans 5 ml de pyridine anhydre, apres ('addition 
de 314 mg de chlorure de monoraethoxytrityle (MMT-C1) (lmmol). la solution est 
laissee a temperature ambiante, sous agitation, pendant 16 heures, puis la pyridine 
5 est £vaporee et le rfsidu sec est repris dans 20 ml de chlorure de methylene, la 
phase organique est alors lavee avec 20 ml d'une solution de bicarbonate de 
sodium a 1 %, ensuite, le compose ainsi obtenu est purifie par chromatographic 
sur plaque de silice 2 mm au chromatotron (fluant CH 2 Cl2, MeOH 2 %) (17 1 mg. 
R = 46 %) 

10 CCM (CH2CI2, MeOH 10 %) Rf = 0,66, 

la structure du produit obtenu etant confirmee par le spectre de resonance 
magnetique nucleaire RMNlH (CDCI3) et les defacements chimiques 5(ppm) 
s'dtablissant a : 2,5-2,59 (m, 1H, H 2 0 ; 2.75-2,86 (m. 1H, H 2 "); 3,32 (t, J = 6.7 Hz, 
2H, H b ) ; 3,36-3,5 (m, 2H, H 5 0 ; 3,79 (s. 3H. O-Me) ; 4,08-4.15 (m, 1H, H 4 0 ; 

15 4.62-4.72 (m. 1H. H 3 0 ; 4,83 (t, J = 6.7 Hz. 2H. Ha) ; 6,37 (t, J = 6,5 Hz. 1H. 
Hr); 6,81 (d, 2H, J = 8,8 Hz. Htrityl en a OMe) ; 7.21-7,42 (m, 12H, Htrityl) ; 
7.49 (d! J = 8,7 Hz, 2H, H c ) I 8.03 (s, 1H. Hg) ; 8.17 (d. J = 8.7 Hz. 2H, H d ). 
specue de masse (FAB) : 692 (M+H+) (pic majoritaire a 273 de MMT+). 

13. Proc6de de preparation de bases suivarit la revendication 1, 

20 caractdrise en ce que. pour la synthese d'un oligonucleoUde contenant deux C 2 - 
spermine-guanosines le proc€d6 pr€sente la succession des Stapes suivantes : 
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MMTO 



10 



15 



20 



25 



ONPE 

NCCH 2 CH 2 OP(N { Pr 2 ) 2 

«L F Teirazolc.CH 2 Cl 2 

v- 



ONPE 



HO 



•N(iPr), 



20 



NC 



NPE = p-nitrophenylethyl 



ONI'E 



Synthese 
oligonucleotidique 



ONPE 



DM TO 



B* = base protegee 



, A" A* x* T» *P 1 



A* j* y 



O-Support • 



1) SperNH 2 

2) DBU. pyridine 
2) Acidc acetiquc 



(A 

N^N^NHSpcr 



attc»aatg»ttt 22 



14. Proc6d6, suivant la revendication 13, caract6ris6 en ce que pour 
la phosphorylation du nucleoside, le nucleoside (61 mg, 85 p.mol) est d'abord 

30 lyophilise" dans du benzene pour Eiirainer toute trace d'eau, puis repris, sous argon, 
dans 4 ml de chlorure de methylene anhydre, ensuite deux Equivalents de 
phosphorodiamidite (53 mg) et 0,6 Equivalent de tdtrazole (135 pi d'une solution 
commerciale a 0,4 M) sont rajoutEs, la solution est laissee sous argon pendant 12 
heures, le compose* ainsi obtenu Etant purtfid par chromatographic sur plaque de 

35 silice 2 mm au chromatotron (Eluant : CH2CI2). (34 mg, R = 43 %), 
CCM (CH2CI2. MeOH 5 %) Rf = 0,77. 
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• la structure du produit obtenu etant confirmed par le spectre de resonance 

magnetique nucieaire RMN 31p (CD3CN), pic caracteristique a 149 ppm du 
phosphoramiditc. 

15. Procede, suivant Tune quelconque des revendications 13 et 14, 
5 caracteme" en ce que la synthese de l'oligonucleotide ATTG*AATG*TTT, 
contenant deux C2-spermine guanosines, est faite sur un syntMtiseur automatique, 
avec utilisation d'un programme de couplage standard pour une synthese de 
lpmol (avec un exces de 20 Equivalents du phosphoroamidite de la base 
modified), seul le sous- programme pour la deprotection du groupement trityl etant 
10 modifie : le temps de reaction etant augmentd de 8 a 20 s et un cycle 
suppldmentaire etant rajoute\ le demier groupement trityl etant conserve" pour 
faciliter la purification de l'oligonucleotide par HPLC sur une colonne de silice 
CI 8 inverse. 

■ 16. Procede, suivant l'une quelconque des revendications 13 et 15, 

15 caract6ris6 en ce que pour l'incorporation de la spermine, la deprotection et la 
• j purification de l'oligonucleotide, la resine (15 mg) contenant l'oligonucleotide est 

mise dans 300 \i 1 d'une solution de spermine (1 M) dans le methanol pendant 
3 jours a 55°C, l'oligonucleotide est ensuite purine par HPLC sur une colonne 
'. Millipore Nova Pak avec un gradient croissant en acetonitrile (de 5 % a 40 % en 

20 40 minutes) dans du tampon acetate de triethylammonium 100 mM pH 6,5, le 
temps de retention etant de 27 minutes, ensuite. pour deproteger le groupement p 
nitrophenyiethyl, l'oligonucleotide purifie est mis dans 500 u 1 de DBU 0,5 M 
dans la pyridine pendant 24 heures a 55°C. une extraction chloroforme/eau 
permet, ensuite, de recuperer l'oligonucleotide dans la phase aqueuse qui est 
25 evaporee, puis reprise dans l'acide acetique a 80 % pour deproteger le groupement 
5'-trityl, l'oligonucleotide modify compietement d^protege est de nouveau purine 
par HPLC (meme colonne et gradient que precedemment, temps de retention de 
13 minutes), la structure de l'oligonucleotide etant confirmee par la spectroscopic 
de masse en electro spray negatif qui donne une masse de 3727 ± 3. 
30 17. Utilisation des bases suivant l'une quelconque des revendications 

1 a 16 pour la reconnaissance d'une sequence-cible d'ADN par synthese d'un 
oligomere de sequence compiementaire a celle de 1'un des deux brins de la 

sequence concernee. 

18. Utilisation des bases suivant l'une quelconque des revendications 
35 1 a 16 pour la reconnaissance de sequence par formation d'heiices triples selon la 
technique dite "antigene". 
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19. Utilisation des bases suivant l'une quclconque dcs rcvcndications 
1 a 5 pour la reconnaissance de sequences d'ARN messager par la technique dite 
"antisens". 
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